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RE VEN D I CAT I ON S 

1) Procede de creation d'au raoins une sequence 
5 polynucleotidique recombinee caracterise en ce qu' il 

comprend une etape de ligation orientee de fragments issus 
d'une banque d'au moins deux sequences polynucleotidiques. 

2) Procede selon la revendication 1 caracterise 
10 en ce qu' il comprend les etapes suivantes : 

a) la fragmentation d'une banque de sequences 
: polynucleotidiques , 

b) la denaturation des fragments ainsi obtenus, 

c) 1' hybridation de fragments obtenus a 1' etape 
015 (b) avec une ou plusieurs matrice(s) d ' assemblage, 

d) la ligation orientee desdits fragments pour 
p obtenir au moins une sequence polynucleotidique recombinee, 

3) Procede selon la revendication 2 caracterise 
20 en ce qu' il comprend apres 1' etape (d) : 

e) la selection des sequences 
polynucleotidiques recombinees presentant des proprietes 
avantageuses par rapport aux proprietes correspondantes a 
une ou plusieurs sequences de reference. 

25 

4) Procede selon la revendication 1 a 3 
caracterise en ce que la banque de sequences 
polynucleotidiques contient des sequences 
polynucleotidiques double brin 

30 



5) Procede selon la revendication 1 a 3 
caracterise en ce que la banque de sequences 
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polynucleotidiques contient 
polynucleotidiques simple brin 



des 



sequences 



6) Procede selon la revendication 2 a 5 
5 caracterise en ce que au moins une matrice d' assemblage est 

double brin et qu' elle est prealablement denaturee pour 
etre ajoutee sous forme simple brin a l'etape (c) . 

7) Procede selon la revendication 2 a 5 
10 caracterise en ce que au moins une matrice d' assemblage est 

simple brin 

.£ 8) Procede selon les revendications 2 a 7 

'] caracterise en ce qu'il comprend a 1' issue de l'etape (d) 

; i-5 au moins une repetition des etapes (a) , (b) , (c) et (d) . 

'-- 9) Procede selon les revendications 2 a 7 

caracterise en ce qu'il comprend a 1' issue de l'etape (d) 
au moins une repetition des etapes (b) , (c) et (d) . 

:= 20 

10) Procede selon les revendications 3 a 7 
caracterise en ce qu'il comprend a 1' issue de l'etape (e) 
le choix d' au moins une sequence polynucleotidique 
recombinee pour effectuer au moins une repetition des 

25 etapes (a), (b) , (c) , (d) et (e) . 

11) Procede selon 1 ' une des revendications 2 a 
10 , caracterise en ce qu'il comprend la separation des 

30 sequences polynucleotidiques recombinees de la ou des 

matrice(s) d'assemblage avant l'etape (e) . 
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12) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 11, caracterise en ce qu'il comprend 
1 ' amplification des sequences polynucleotidiques 
recombinees avant l'etape (e) . 

5 

13) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 12, caracterise en ce qu'il comprend 
avant l'etape (e) , le clonage de sequences 
polynucleotidiques recombinees eventuellement apres 

10 separation des brins recombines de la ou des matrices. 



14) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 13, caracterise en ce que les extremites 
des fragments generes a l'etape (a) sont telles qu'il 
15 puisse y avoir hybridation adjacente de ces extremites sur 

au moins une matrice d' assemblage a l'etape (c) et ligation 
de ces fragments les uns avec les autres a l'etape (d) . 



15) Procede selon l'une quelconque des 
20 revendications 2 a 14, caracterise en ce que les etapes (c) 

et (d) sont realisees simultanement . 



16) Procede selon l'une quelconque des 
25 revendications 2 a 15, caracterise en ce que l'etape (a) 

consiste a soumettre les sequences polynucleotidiques de la 
banque initiale a une hydrolyse par 1' action d'une ou 
plusieurs enzymes de restriction. 



30 



17) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 15 caracterise en ce que la 
fragmentation aleatoire des sequences polynucleotidiques a 
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l'etape (a) se fait par tout moyen enzymatique ou 
mecanique connu. 



18) Procede selon 1 1 une quelconque des 
5 revendications 2 a 13 et 15 a 17, caracterise en ce que 

1 ' on ajoute a l'etape (c) et/ou a l'etape (d) des enzymes 
capables de reconnaltre et degrader et/ou couper de 
maniere specifique les extremites non hybridees des 
fragments, lorsque lesdites extremites recouvrent d'autres 
10 fragments hybrides sur la raeme matrice. 

19) Procede selon la revendication 18, 
caracterise en ce que 1 ' on ajoute a l'etape (c) et/ou a 
l'etape (d) 1' enzyme Flap endonuclease . 

15 

20) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 15 caracterise en ce que l'on ajoute a 
l'etape (c ) et ou (d) au moins une exonuclease specifique 
du simple brin capable de reconnaltre et degrader de 

20 maniere specifique les extremites non hybridees des 

fragments, lorsque lesdites extremites recouvrent d'autres 
fraqments hybrides sur la meme matrice. 



21) Procede selon l'une quelconque des 
25 revendications precedentes, caracterise en ce que l'on 

utilise a l'etape (d) une ligase active a haute 
temperature et de preference thermostable. 



22) Procede selon les revendications 18 et 19, 
30 caracterise en ce que les endonucleases capables de 

reconnaltre et de degrader et/ou couper de maniere 
specifique les extremites non hybridees des fragments 
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ajoutees a 1 ' etape (c) et/ou a 1 ' etape (d) ont les memes 
proprietes de thermoresistance et d'activite a haute 
temperature que la ligase utilisee a 1' etape (d) . 

5 23) Procede selon la revendications 20, 

caracterise en ce que les exonucleases capables de 
reconnaitre et de degrader de maniere specifique les 
extremites non hybridees des fragments ajoutees a 1' etape 
(c) et/ou a 1 1 etape (d) ont les memes proprietes de 
10 thermoresistance et d'activite a haute temperature que la 

ligase utilisee a 1 ' etape (d) . 

24) Procede selon 1 1 une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la banque 

15 initiale de sequences polynucleotidiques est generee a 

partir d'un gene sauvage par etapes de mutagenese dirigee 
successives, par PCR error prone, par mutagenese aleatoire 
chimique, par mutagenese aleatoire in vivo, ou en combinant 
des genes de families proches ou distinctes au sein de la 

20 meme espece ou d'especes differentes de fagon a disposer 

d'une variete de sequences polynucleotidiques dans la 
banque initiale. 

25) Procede selon l'une quelconque des 
25 revendications 2 a 23 , caracterise en ce que la banque 

initiale de sequences polynucleotidiques est constitute de 
sequences synthetiques qui seront fragmentees a 1' etape (a) 
ou qui peuvent constituer les fragments de 1' etape (a) 

30 26) Procede selon l'une quelconque des 

revendications 2 a 16 et 18 a 25 caracterise en ce que 
1 ' etape (a) consiste a soumettre la banque initiale a une 



hydrolyse par 1' action d' enzymes de restriction ayant un 

grand nombre de sites de coupure sur les sequences 

polynucleotidiques de la banque initiale, ou en combinant 
plusieurs enzymes de restriction. 

27) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 15 et 17 a 25 caracterise en ce que 
1 ' etape (a) consiste en un traitement aleatoire avec la 
DNAse I d'une banque initiale de sequences 
polynucleotidiques . 

28) Procede selon l'une quelconque des 
revendications 2 a 15 et 17 a 27caracterise en ce que 1 ' on 
utilise des fragments generes par un traitement de facon 
aleatoire corome matrices les uns pour les autres, pour 
1' hybridation au cours de 1 ' etape (c) ou de la reaction 
des etapes (c) et (d) simultanees. 

29) Procede selon la revendication 2 a 16 et 18 
a 26, caracterise en ce que 1 1 on utilise les fragments 
obtenus a 1 ' etape (a) par un traitement avec des enzymes 
de restriction comme matrices les uns pour les autres, 
pour 1' hybridation au cours de 1 ' etape (c) ou de la 
reaction de des etapes (c) et (d) simultanees. 

30) Procede selon la revendication 2 a 15 et 18 
a 26, caracterise en ce que les fragments de 1' etape (a) 
sont obtenus par des reactions d' amplification menees sur 
les sequences polynucleotidiques de la banque initiale en 
utilisant des oligonucleotides amorces permettant de 
generer des fragments ayant des sequences communes, lesdits 
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fragments servant de matrice d' assemblage les uns pour les 
autres a l'etape (b) ou a l'etape (c) . 

31) Procede selon 1 ' une quelconque des 
5 revendications precedentes, caracterise en ce que a l'etape 

(a) la banque initiale est fragmentee en n fragments, n 
etant superieur ou egal a trois. 

32) Procede selon 1 1 une quelconque des 
10 revendications precedentes, caracterise en ce que 1 1 on 

ajoute a l'etape (b) ou (c) en plus de la matrice, des 
oligonucleotides, simple ou double brin, de longueur 
variable . 

15 33) Procede selon 1 ' une quelconque des 

revendications precedentes, caracterise en ce que, avant 
l'etape (e) , on separe les sequences polynucleotidiques 
recombinees de la matrice d T assemblage grace a un marqueur 
present sur la matrice d' assemblage ou sur les sequences 

20 polynucleotidiques recombinees. 

34) Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que les 
sequences polynucleotidiques recombinees obtenues a l'etape 
25 (d) et eventuellement donees sont criblees par tout moyen 

approprie pour selectionner les sequences 

polynucleotidiques recombinees ou les clones presentant des 
proprietes avantageuses par rapport aux proprietes 
correspondantes de sequences de reference. 

30 
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35) Procede selon la revendication 34 
caracterise en ce que le criblage se fait par expression in 
vitro des sequences polynucleotidiques recombinees 

36) Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que la banque 
de sequences polynucleotidiques initiale est constitute par 
une ou plusieurs banques restreintes preparees par un 
procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 35, 
eventuellement melangees avec d'autres sequences 
polynucleotidiques . 

37) Une sequence polynucleotidique recorabinee 
presentant une ou plusieurs proprietes avantageuses par 
rapport aux proprietes correspondantes de sequences de 
reference, obtenue et selectionnee par un procede selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 36, ladite sequence 
ayant une taille superieure a 1,5 Kpb. 

38) Un vecteur contenant une sequence 
polynucleotidique selon la revendication 37. 

39) Un note cellulaire transforme par une 
sequence polynucleotidique recombinee selon la 
revendication 37 ou par un vecteur selon la revendication 
38. 

40) Une proteine codee par une sequence 
polynucleotidique recombinee selon la revendication 37. 

41) Une banque constitute de sequences 
polynucleotidiques recombinees selon la revendication 37, 
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ou de vecteur selon la revendication 38, ou d'hotes 
cellulaires selon la revendication 39, ou de proteines 
selon la revendication 40. 



